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FR2701266 A Chitin (I) of high purity is obtd. by (A) drying crustacean shells and milling the dried shells into a fine powder; (B) initially 
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I ProcMA de preparation de chitine et de chitosane de grade blomMleal. 



I La pr^sente invention se rapporte d un prt>cM6 de 
Sparation (Tune chitine de grade bicmddtca) d*une puretA 
et (Tune biancheur tfev^es avec un poids nrv)lteulaire 
6iev6 et d*un chitosane de grade biomMicaJ d'un haut de- 
gr6 de dtec6ty(abon et d*un poids molteulaire 6lev4 d par- 
tir de ta chitine produite sek>n la pr^senta invention. 

Sp^ctfiquement to proo^d^ de preparation de la chftine 
seton la pr6sente invention comprend les stapes de: 

(A) stehage de coquOles de crustac6s et tmyage des 
coqufllas s^chtes pour foumir une poudre finement 
broy6e: 

(B) dioestion intialement de la poudre dans une solution 
de HQ a une temperature comprise entre -10 et lO^C pen- 
dant une pMode comprise entre 10 et 25 heures et aprto 
cela. dioestion suppl^mentaire de la poudre dans la soh>- 
tion de HQ d une tempteture comprise entre 10 et 20*C 
pendant une p6rk>de comprise entre 2 et 8 heures: 

(C) lavage avec de Teau. fBtration, rin^age avec un sol- 
vant organique et s^chage du mat6riau trait6 avec HQ 
pour foumir une chitine bnne; 

(D) trempage et stehage de la chitine brute dans une so- 
lution de NAOH: et 

(E) lavage avec de I'eau. filtration, rtn^ge avec to sol- 
vant organique et s^chage de la chitirte traitte avec NAOH 
pour obtenir la chitine de haute puret& 

Ce proc6de trouve application dans la preparation de 
chitine de grade biom^ical et de chitosar^e de grade bio- 



m6dlcal. 



#. . m 

La presente invention se rappoite a un piocede pour la preparation de 
chitine et de chitosane, et, paiticuli&rement, i un proced6 pour prepare- une 
chitine de grade biomedical avec une purete et une blancheur elevees avec un 
poids moleculaire eleve et un chitosane de grade biomedical avec un poids 
5 moleculaiie eleve avec un niveau pratiquement complct de deacetylation. 

La chitine qui est le second polysaccharide le plus abondamment 
disponible est un biopolymere k valeur ajout^e elevee normalement extrait des 
coquilles des crustaces (par exemple, les crevettes et les crabes). Cependant, 
comme la chitine est insoluble dans I'eau, elle est conventionnellement 
10 convertie en chitosane-qui est conapose de polyamines lineaires de poids 
moleculaire eleve, soluble dans I'eau, et industiiellement plus utile que la 
chitine— par une reaction de deacetylation. 

Avec I'abondance des dechets de coquilles de poisson disponibles;, 
beaucoup d'etudes commeiciales ont 6t€ feites sur des applications varices de b 
15 chitine extraite de teUes coquilles. Au dqjait, les d&iv6s de chitine et de0 
chitosane ont etc employes principalement en tant que coagulant utile pour la 
recuperation de matoiaux valorisables, par exemple, de protelne provenant des 
dechets alimentaires. Recemment, leurs applications ont ete etendues de phis i 
des domaines varies tels que I'industrie alimentaire, la mededne, la biodiimie 
20 impliquant IHitilisation d\me membrane, les poiteuis immobilisant des 
microorganimes et les enzymes, les cosmetiques, I'agriculture, I'ingenieiie 
chimique, la protection environnementale et les analogues. 

La chitine est prepar6e conventionnellement i partir de coquilles par un 
procede comprenant un prfetraitement, une d^roteinisation et une 
25 demineralisation de celles-ci ; et, le produit final est caractdrise par sa structure 
de la fbnnule suivanle : 




des piocedes bien connu pour prepare la chitine est celui propose 
par Whistler & BeMiller, qui co22q)reiid : le lavage et le sechage des coquilles de 
crabe dans une etuve a vide a SO^C ; le broyage et le tren9)age des coquilles 
sechees dans une solution a 10% de NaOH a teiiq)erature ambiante pendant 3 
5 jours pour les deproteiniser ; le lavage du materiau dq)roteinise avec de Teau 
jusqu'a Telimination des alcalis ^ ensuite avec un solvant organique et le 
sechage du materiau blanc resultant sous une pression reduite ; Tintroduction du 
materiau seche dans une solution a 37% de HQ a -20°C pendant 4 heures pour 
produire ime chitine brute ; le lavage de la chitine briite avec de Teau fioide et 
10 avec le solvant organique ; et la repetition dudit tren^age dans une solution de 
HCl froide et desdites procedures de lavage pour produire une chitine en tant 
que produit final 

Altemativement, ime chitine peut etre preparee par le procede 
Hackmann bira connu, qui comprend : le lavage et le sechage des coquilles 
15 dans une etuve a lOO^'C ; la digestion des coquilles sechees avec du Hd 2N a 
temperature ambiante pendant 5 h^ires ; le lavage, le sechage et le broyage des 
materiaux digeres ; Textraction de materiaux finemeot broyes avec du HQ 2N a 
O^^C pendant 2 jours sous agitation occasionnelle ; le lavage des materiaux 
extraits avec de I'eau ; Textraction des materiaux laves avec NaOH IN a 100**C 
20 pendant 12 heures sous agitation occasionnelle ; dt la repetition du traitement 
avec NaOH quatre fois ou plus. 

En contraste, le chitosane est prepare par deacetylation de la chitine par 
un traitement biologique ou chimique ; et, est caracterise par la structure de la 
fomiule suivante : 

25 
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Comme montre dans la formule ci-dessus, puisque le chitosane a trois 
groupes amino libres, il tend a etre chimiquement reactif. 



Specifi Jement, le chitosane peut ^r^^w:ilement obtemi par 
deacetylation de la chitiiie obtenue selon une mdthode coxuuie comme decnte 
ci-dessus avec une solution a 30-50 % de NaOH pendant 5-20 heures. 

Cependant, puisque les precedes de Tart ant^ri^ir i>our preparer la 
5 chitine sont pratiques sous des conditions de reaction relativement severes dans 
le but de reduire la teneur en prot^mes ou CaC03 dans celle-o^ il y a de 
nombreux desavantages : qui sont que, dans le procede de Whistler et BeMiller 
ci-dessus, puisque la deproteinisation avec une solution de NaOH est suivie par . 
la demineralisation avec une solution concentree de HC3, une rupture dans la 
10 chaine de la chitine se produit, resultant par la en une chitine ayant un poids 
moleculaire inferieur ; la chitine ainsi obtenue p^ se decolorer lorsqu'e3q)os6e 
a Tair, a line teneur relativement elevee en inq>uretes et, done, peut ne pas ^re 
appropriee pour des applications telles que dans les domaines biom6dicaux et 
dans les industries alimentaires ; et, de plus, m&me lorsque la mineralisation es* 
1 5 conduite a des tenperatures trte basses Ihidlisation d'une solution concentree 
HQ peut aussi provoquer des nq>tures dans la chaine. D*autre part, dans le 
procede Hackmann, la ten:q>erature ambiante ou plus elevee utilisee durant le 
traitement avec HCl pour eliminor CaC03 peut provoquer des n5)tures dans la 
chaine principale de la chitine. 
20 Pour resoudre les problemes d-dessus mentionn^s, done, les presents 

inventeurs ont mene ime recherche intensive pour decouvrir im nouveau 
procede capable de produire des grades biomedicaux de chitine et de chitosane 
au moyen du controle soigneux des conditions de reaction, specialement de la 
temperature enq^loyee pendant Tetape de demineralisation et I'utilisation dhm 
25 gaz inerte pendant Tetape de deprotemisation. 

Cest done un objet de la presente invention de fbumir un procede pour 
la preparation de chitine de grade biomedical ayant une purete elevee, un poid' 
moleculaire £lev6 et une blancheur amelior^e. ^ 
Un autre objet de la presente invention est de ibimiir un procede pour 
30 preparer \m chitosane de grade biomedical avec un poids moleculaire elev6 et 
une deacetylation pratiquement corrplete, a partir de la chitine de grade 
biomedical preparee selon la presente invention. 

En tant qu*un aspect de Tinvention, il est foumi un procede pour 
preparer une chitine de grade biomedical, qui comprend les etapes de : 
35 (A) sechage et broyage des coquilles de crustaces pour foumir une 

poudre de coquilles finement broyee ; 



(^Iligestion initialemeiit de la poudr^^ une solution de HQ a une 
temperature dans I'intervalle de -10 ^ lO'C pendant une periode de 10 a 25 
heures, et, zpihs cela, la digestion supplementaiie de la poudre dans la solution 
de HQ a une ten5)erature de 1 0 a lO^C pendant une periode de 2 i 8 heures ; 
5 (C) lavage avec de I'eau, filtration et ringage avec un solvant dudit 

mateiiau tiaite avec HQ pour fbumir une chitine biute ; 

(D) trerc5)age et diaufTage de la chitine brute dans une solution de 

NaOH; 

(E) lavage avec de I'eau, filtration et rin9agc avec un solvant de ladite 
1 0 chitine traitee avec NaOH pour pioduire la chitine de grade biomedicaL 

Selon une caractedstique du pTOc6d6 de prq>aration de la chitine de 
grade biom6dical selon Tinvraition, ladite digestion initiale de I'etape (B) est 
menee a une toi^eiature de -5 a S'^C pendant une periode de 15 i 20 heures et 
la digestion supplemwitaire de cette 6tape est mise ea oaivre k une tenq)erature 
15 de 12 a 1 8°C pendant une periode de 3 i5 heures. 

Une autre caracteristique du proc^6 de production de chitine selon 
I'invention est que le secbage des coquilles de I'fitape (A) est conduit dans le 
noir jusqu'a ce que la teneur ca eau des coquilles soit de 12 % ou moins. 

Selon encore une autre caracteristique du pToc6d6 de preparation de 
20 chitine selon I'invention, la digestion de I'etape (B) est conduite avec une 
agitation au moyen d'un agitateur micanique a ime vitesse coruprise entre 50 et 
200 tours par minute. 

Une caracteristique supplonentaire du precede de production de chitine 
de I'invention, est que la digestion de I'etape (B) est mise en oeuvre en une etape 
25 a une tenq>erature con^rise entre -10 et S**C pendant une periode de 20 a 60 
heures. 

Dans ce cas on pr&nsera que ladite digestion en une £t^e est mise en 
oeuvre a une temperature conqirise entre -5 et S^C pendant une periode de 30 k 
50 heures. 

30 Toujours une autre caracteristique du procede de production de chitine 

de I'invention est que le solvant employe dans les etapes (C) et (E) est choisi 
Hang le groupe consistant de I'^hanol, methanol, acetone, tetrahydrofiirane, 
dioxane et m^yl ethyl c^tone. 

On ajoutera que dans le procede de production de chitine de I'invention 

35 le trempage avec la solution de NaOH de I'etape (D) est mene en presence d'un 
gaz inerte. 



On precisera egalement que les et^es (D) ei (E) du procede de 
production de chitine selon rinvention sont lep&ees deux fbis ou plus. 

Dans le cas ou ces operations sont rcpetees deux fbis ou plus, la chitine 
de purete elevee produite est trempee dans de I'eau deionisee pendant 3 a 4 
5 jours, puis filtree et sechee, 

Un autre aspect de I'invention reside dans un procede pour preparer un 
chitosane de grade biomedical, qui conoprend les ^^es de : 

(a) trenipage de la chitine preparee selon la methode de la presente 
invention dans une solution de NaOH a une ten5)erature comprise entre 80 &t 

10 100**C pendant une periode con5)rise entre 2 et 12 heures pour foiunir un 
chitosane bmt ; 

(b) filtration, lavage avec de Teau, trenpage dans de I'eau deionisee et 
ensuite dans un melange aqueux d*un solvant organique miscible a Teau, 
filtration et sechage du chitosane brut ; et 

15 (c) la r^etition des ftapes (a) et (b) d-dessus mentionnees par ^ 

IHrtilisation d*un chitosane bmt une fois ou plus pour fbumir ledit chitosane de 
grade biomedicaL 

Selon ime caracteristique du procede de pr^aration du chitosane selon 
rinvention, le melange aqueux d-dessus dte con^rend de 5 a 30 % en poids du 
20 solvant. 

Selon encore une autre caracteristique du procede de preparation du 
chitosane selon rinvention le solvant est choisi dans le groupe consistant de 
Tacetone, ethanol, methanol, isqpr^anol, dioxane, tetrahydrofiuane et methyl 
ethyl cetone. 

25 Selon une demidre caracteristique du proced6 de preparation du 

chitosane sdon I'invention I'etape (a) est menee en presence d'un gaz inerte. 

Specifiquement, le procede pour prepare une chitine de grade 
biomedical selon la presente invention comprend les trois etapes suivantes ^ 
d'operatioiL 

30 

Pretraitement 

Des coquilles de crustaces peuvent etre de preference pretraitees de 
diverses manieres. Avant tout, les coquilles peuvent etre traitees normalement 
avec de Teau chaude, par exemple, trempees Hanjg de I'eau chaude a une 
35 temperature comprise entre 40 SO^'C pendant ime periode de 30 minutes a 1 
heure de fapon a eliminer les debris et impuretes provenant des coquilles. 




Subsequemment, les coquilles sont lavees avec de I'eau, sech6es au 
moyen cTun deshydiatant et tTenq)ees dans un solvant oiganique a temperature 
anibiante pendant une periode de 30 minutes a 1 heure. Les exeiiq>les de 
solvants oiganiques qui peuvent Stie utilises incluent : I'ethanol, methanol, 
5 acetone, tetrahydrofurane (THF), dioxane et methyl dthyl cetone (MEK). Les 
coquilles sont ensuite sechees a I'air dans le noir jusqu'i une teneur en eau de 8- 
12 %. Si les coquilles sediees ne sont pas employees immediatement, 11 est 
important de maintenir les coquilles a un etat sec et refroidi avant une utilisation 
ulterieure. Si le maintien des coquilles n'est pas bon, cela peut degrader la 
1 0 chitine obtenue a paitir de celle-d en la dhitine de poids moleculaire inieiieur de 
celle-cL 

Les coquilles sech6es sont msuite de picfCTence broyees en des 
particules poudreuses fines ayant une taille de paiticule moyenne de 0,5 i 3 mm 
(de 200 a 300 mesh) oi utilisant un broyeur conventionneL 

15 

Demineralisation 

Les coquilles broyees (ayant des traeuis en eau de 8-12 %) sont ensuite 
soumises a un traitement avec HQ de fe^on a eliminer tout con^osant mindral, 
incluant le CaCX>3, pour fouroir par li une chitine libre de mineraux. 

20 Le traitement avec HQ pent fitre conduit en deux iispes par la digestion 

initiale de la poudre de coquilles, pr^traitee comme anterieurement deciit, dans 
une solution aqueuse de HCl a ime temperature comprise entre -10 10®C, de 
preference -5 k S^C pendant une p^ode con^)nse entre 10 et 25 heures, de 
preference 15 et 20 heures, tout en agjtant au moyen d\m agitateur mecanique ; 

25 et, apres cela, une digestion siqjplimentaire dans ladite sohition de HCl k une 
tenq>eiature conq)rise entre 10 et 20°C, de preference 12 et 18**C, pendant une 
p^iiode comprise entre 2 et 8 heures, de preiSience 3 et 5 heures. n doit fitre 
note que la temperature dans la digestion siypl6men t aire est augmotee 
rapidement i partir de la temperature initiale. La solution aqueuse de HQ peait 

30 gtre employee a une concentration conqirise entre 03 et 4M. L'agitateur 
mecanique peut etre employe i une vitcsse d'agitation con:q>rise entre 50 et 200 
touis par minute, de preference i 100 touis par minute ; et, si la vitesse est 
superieure a 200 tours par minute, I'efficacite du traitement avec HQ devient 
inferieure. Pendant le traitement avec HO, la solution de HQ utilisee est de 

3 5 preference remplacee par une solution de HCl fi:aidie ime fois ou deux. 

Altemativement, le traitement avec HQ peut etre mene en une etq>e par 
digestion de la poudre de coquilles sedi6e dans une solution aqueuse de HQ i 



une temperature comprise entre -10 et S^C, de preference -5 et 5°C, pendant une 
periode conprise entre 20 « 60 heures, de preference entre 30 et 50 heures tout 
enagitant 

Le materiau obtenu par filtration apres le tiaitement avec HCl est lave 
5 avec de I'eau pour elimin^ tous les composants acides restants, ou ajuste a un 
pH de 7-9 par I'addition d^une solution de NaOH, et ensuite trempe dans de I'eau 
deionisee pour ime periode donnee, par exeii^le, de 1 heure a 6 heures. 

Le materiau obtenu apres filtration est ensuite lince une fois ou deux 
fois avec un solvant organique seche pour foumir une chitine brute. Les 
10 exemples de solvants organiques qui peuvent etre utilises incluent : I'ethanol, 
methanol, acetone, THF, dioxane, MEK et les analogues. Le precede de rinjage 
avec le solvant apporte de plus une amelioration dans la blancheur de la chitine 
obtenue et, done aucune utilisation additionnelle tfun agent rSducteur ou 
oxydant en tant que decolorant n'est requise dans la pr6sente invention. 

Deproteinisation 

La chitine brute ainsi obtenue est ensuite soumise a des procedures de 
deproteinisation de lavage, pour foumir par li une chitine de grade 
biomedical, cormne suit 

20 Le proc&ie de deproteinisation peut gtre mene par trenqjage et chaufiage 

de la chitine brute dans une solution aqueuse de NaOH tout en inlroduisant en 
continu \m gaz inerte. La solution aqueuse de NaOH est employee de fa^on 
appropriee a une concentration comprise entre 2 et 10 % en poids. Le traitement 
avec NaOH est generalement mene i une temperature coD:5)rise entre 80 et 

25 lOO^C paadant une periode con:q)rise entre 2 et 4 heures. Des exemples du gaz 
inerte utilisable incluent : les gaz azote, argon, helium et neon ; et I'introduction 
du gaz inerte resulte en une prevention de la rupture de la diaine de la chitine. 

Subsequemment, le mat^iau obtenu par filtration ^ires le traiten.^ 
avec NaOH est lave avec de I'eau pour eliminer tout compose NaOH restart, ou 

30 ajuste a un pH de 7-8 par I'addition d*une solution de HQ et ensuite tren^ dans 
de I'eau deionisee pour une periode doimee, par exen^le, de 1 a 5 heures. Le 
materiau obtenu apres filtration est ensuite rince ime fois ou deux avec ledit 
solvant organique decrit ci-dessus et seche pour dormer une chitine de grade 
biomedical qui a un degre de purete, un poids moleculaire et une blancheur 

35 eleves. 

Si desire, le tiaitement avec NaOH et les procedures de ringage ci-dessus 
mentionnes peuvent etre repetes deux fois ou plus ; et, de plus, la chitine 



obtenue etie ticmpee dans de Teau deionisee pendant 2 k S joins et etie 
ensuite filtree et sechee sous vide pour augmenter encore plus la blancheur de 
celle-d. 

Selon un autre aspect de la presente invention, un chitosane avec un 
5 poids moleculaire et un degxe de deace^lation phis eleve peut etre obtenu a 
paitir de la chitine preparee par le precede de la presente invention, comme suit 
Premierement, la diitine pr^aree comme decrit ci-dessus est traitee 
avec une solution de NaOH pour foumir un chitosane brut Le traitement avec 
NaOH peut etre mene par ajout dYme solution aqueuse de NaOH a 30 a 50 % en 

10 poids par rapport a la chitine et le chauBage du melange a une temperature 
comprise entre 80 et lOO^C pendant une periode comprise entre 2 et 12 heures 
tout en introduisant un gaz inerte en continu. Le gaz inerte utilise peut etre de 
ceux decrits ci-dessus. 

Subsequemment, le dbitosane brut est lave et tren^e dans de Teau 

1 5 deionisee, et ensuite dans un melange aqueux d\m solvant organique miscible i 
Teau, filtr6, et sech6 pour foumir un chitosane relativement pur. Le procede de 
trempage sert a ameliorer la blandi^ir du chitosane. Des exenq)les de solvants 
organiques qui peuvent etre utilises dans le procede de trernpage incluent : 
Tacetone, ethanol, methanol, isopropanol, dioxane, THF, MEK et les 

20 analogues ; et, le melange peut comprendre de 5 a 30 % en poids du solvant 

Finalement, le traitement avec NaOH d-dessus mentionne et les 
procedures de purification ci-dessus mentionnees sont repetes par iitilisation du 
chitosane ime fois pour foumir xm chitosane de grade biomedical avec \m degre 
eleve de deacetylation. 

25 Si deris^ de &Qon a obtenir \m tel chitosane pur, le traitement avec 

NaOH d-dessus mentionne et les precedes de purification d-dessus mentionn£s 
peuvent Stre de plus r6p^es. 

Les exenq)les suivants ont pour but d'illustrer la presente invention phis 
specifiquement, sans limiter T^tendue de l^iaventioiL 

30 Dans les exemples, la teneur en CaC03 restant dans la chitine a ete 

detemunee en mesurant les residus de calcination apres la combustion de celle* 
ci danyr un foiu* a 800^C pendant 1 heure. La teneur en proteine a ete determinde 
en utilisant un kit de test de proteine, im produit de Bio-Rad, U.S A., et un 
spectrophotometre UVA^S, im produit de Hewlett-Packard, U.SA., selon la 

35 methode de Bradford. De plus, la teneur en mineraux a ete determinee par 
I'utilisation d*un ICP-AES (Inductively Coupled Plasma Atomic Emission 
Spectrophotometer), un produit de Seiko, Japon, et un spectrophotometre 
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AACAbsoiption Atomique), un produit de Peikiii^lmer, U^j\. Le degri de 
deacetylation a ete evalu6 selon le procede Mima decrit dsns J. AdpI. Polvm. 
Sci. 28. 1909 (1983) en utilisant un spectrophotometre IR (Infiaiouge). 

La propiiete de blancheur a ete evaluee en maintenant la chitine obtenue 
finalement dans une atmosphere pendant 30 jours ou plus « eosuite en mesurant 
I'apparence selon le grade de feible (coloration jaunatre) ou bon (couleur 
blanche). En addition, la viscosite a ete detraminee en utilisant une solution k 
0,5 % de chitosane dans une solution d'acide acetique aqueuse a 1 % et ea 
utilisant un viscometre Brookfield (axe n*'4, a 60 tours par minute). 

Exemole 1 



300 g de coquilles de d6ch^ de ctabe (Chionoecetes opilio') ont 6t6 
maintenues dans un bain d'eau de 40 i 50**C pendant 30 minutes et lavees avec 
15 de I'eau jusqu'i ce que la chair du crabe ait 6te completement 61iminee. Les^ 
coquilles ont ete deshydiatees en utilisant un deshydrateur, trempees dans un 
bain d'ethanol pendant 1 heure, d6shydratees a nouveau et sechees daxis le noir 
pendant 10 jours pour domm 200 g de coquilles de oabe seches (teneur en eau 
10 %). 

20 Lesdits 200 g de coquilles sechees ont ensuite ct6 broyees en utilisant un 

broyeur (Mot WRB 90LB/4P (un produit de Dietz-Motoren GmbH & Co. KG, 
Germany) dans un intervalle de 0,5 k 3 mnri La poudre de coquilles broyees a 
ensuite ete introduite dans un reacteur equipe dhm agitateur mecanique ; et k 
celle-ci 51 dW solution aqueuse de HCS IN k 0°C a 6te ajoutee. Le melange a 
25 ete maintenu a O^C pendant 20 hemes tout en agitant k la vitesse de 50 tours par 
"I'nute, rechaufie rapidement k 15''C et maintenu k ce niveau pendant 4 heures. 

Le mat^riau ainsi traite a it& filtre et trenpe dans de I'eau. Le pH de la 
solution contenant le materiau a 6t6 ajust6 k 7-8 par I'addition d'une solution de^ 
NaOH a 5 % en poids el la solution a 6te maintenue poidant 6 heures. La chitine 
30 brute obtenue apres filtration a ete lavee deux fois avec 31 d'acetone et sech6e 
dans une etuve a vide a 30*C pendant 36 heures. 

Subsequemment, la chitine brme sechee a ete trempee dans 61 d'une 
solution aqueuse de NaOH a 5 % (en poids) et chaufiee a 90*'C pendant 3 heures 
tout en introduisaut de I'azote gazeux en continu. Apres le traitement avec la 
35 solution de NaOH, le pH de la solution contenant la chitine brute a ete ajuste k 
7-8 par I'addition d'une solution de HCl 2N et la chitine brute a ete filtree. 




trpmpee dans 61 d'eau deionisee pendant 6 heures, filtree, lavce deux fiais avec 31 
d'acetone, filtree et sechee dans une etuve a vide i SCC pendant 12 heures. 

La chitine obtenue par les procedures ci-dessus mentionnees a ete 
soiunise au precede de traitement avec NaOH. La chitine a etc filtree, lavee avec 
5 de I'eau deionisee cinq a dix fbis, trempee dans 61 d'eau deionisee pendant 3 
jours, filtree et sechee sous vide pour obtemr 50 g de chitine de grade 
biomedical. 



Exemple 2 

10 

Les procedures d6cntes dans I'exenple 1 ont et6 r^p^ees sauf que le 
piocM6 de traitement avec HQ a 6te men^ en une dtape i 0'*C pendant 48 
heures. 

15 Exemple 3 

Les procedures d6cntes dans Texenople 1 ont ete rSpetees sauf que le 
procedd de traitemrait avec HQ a et6 mene en une dtape a 5'*C pendant 24 
heures. 
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Exemple 4 



Les procedures decdtes dans I'exen^le 1 ont 6te repetees sauf que le 
precede de traitement avec HCl a ete conduit en une 6tape k -8*C pendant 40 
25 heures; 

Exemoles 5 et 6 

Ces exemples out pour but de montrer I'efTet des conditions (par 
30 exemple temperature et temps) dans le traitement avec HQ sur le niveau de 
blancheur de la chitine produite. Les procedures deciites dans I'exemple 2 ont 
ete repetees sauf que le procede de traitement avec HQ a ete mene a 15*C 
pendant 8 heures et a lO^C pendant 24 heures, respectivement 
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Exemple comparatif 1 
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200 g^coqoilles de cxabe sechees ont^fe broyes a une taille de 
particule comprise entre 0,5 et 3 mm. La poudre de coquilles bioyees a hi 
introduite dans un reacteur eqiripe d-un agitateur mecanique ; ct a celle-ci 51 de 
solution de HCl 2N ont etc ajoutes. Le melange a et6 agite pendant 5 heures, 
refi-oidi a 0'»C et aghe a nouveau k cette tenq)erature pendant 48 heures. Lc 
materiau obtenu ainsi a ete fitoe, lave avec de I'eau, trenq>e dans un solution 
aqueuse de NaOH IN a lOCC pendant 12 heures. Iav6 avec de I'cau et sech6 
pour foumir 80 g de chitine. 

Les conditions expcrimentales enq)loyees dans les exemples 1 a 6 et 
dans YGxemplc compaiatif 1 d-dessus et les proprietes de la chitine produite 
sont resumees au Tableau 1. 



Condrdons de tiaitement 
et Dronrietes 


Exenq>le 


Exemole 
Zompaiatif 






1 


2 


3 


4 


5 


6 


1 J 


TiBitement 


Cone. 


IN 


IN 


IN 


IN 


IN 


IN 


2N " 


Ha 


primaire 


0 


0 


5 


-8 


15 


10 


V* amb. 




Ten5)S Qi) 
piimaiie 


20 


48 


24 


40 


8 


24 


5 




Temp. CQ 
secondaiie 


15 












0 




temps (h) 
secondaiie 


4 












48 


Traiteznent 
NaOH 


Cone 


5 % poids 


IN 




Temp. CO 


90 


100 




Temps (h) 


3 


" i 




Blancheur 


Bon 


Iboh 


iBon 


iBon 


iFaible 


iFaible 


Fuble 


Propricte 


P 


m 


^0,1 


0,89 


u 
r 
e 


Proteine 

(%) 


iO.l 


<0,5 




t 
e 


Metal 


< 60 ppm 


< 113 ppm* 



* Dans I'exemple conpaitif 1, les coii5)oses metalliques lourds autres que 
K, Ca, Mg, Fe, Ba, Zn (detectes dans la chitine preparee par la presente 
methode) ont aussi ete detectes. 
Comme montre au Tableau 1, la chitine preparee selon la presente 
5 invention a une p\irete clevee, un poids moleculaire eleve et une bonne piopriete 
de blancheur. 

Exemple 7 

10 A une fiole jaugee de 41 ont 6te ajoutes 45 g de ladite chitine obtenue 

dans rexemple 1 et 31 de solution aqueuse de NaOH a 40 % en poids le 
melange resultant a ete chauflBI a 90°C pendant 7 heures tout en introduisant de 
I'azote gazeux en continiL Le chitosane brut ainsi obtenu a ete lave avec de I'eau 
deionisee jusqu'a ce que le pH des eaux de lavages devienne neutre, a ete filtre, 

15 trempe f^^nj; 31 d'eau deionisee pendant 2 jours, filtre et ensuite immeditament 
trenq>e dans 31 d*une solution aqueuse i 10 % d'ethanol pendant 3 jours. Le 
chitosane brut a ete collecte et seche dans une etuve a vide a 40**C pendant 2 
jours (traitement avec NaOH primaire). 

Au chitosane seche ont 6t6 ajoutes 31 d\ine solution aqueuse de NaOH a 

20 40 % en poids ; et le melange resultant a 6t6 chaufie a 90**C pendant 3 heures 
tout en introduisant de Tazote gazeux en continu. Le chitosane ainsi obtenu a ete 
soumis aux procedures de lavage decrites dans le traitement primaire avec 
NaOH pour obtenir un chitosane avec le degre de deacetylation de 90 % ou plus 
(traitement secondaire avec NaOH). 

25 Le chitosane a ensuite ete soumis aux tiaitements primaire ct secondaire 

a nouveau pour obtenir un chitosane avec le degre de deacetylation de 92 % ou 
plus. 
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Exemples 8 a 12 



Ces exemples montrent Teffet du changement dans les conditions de 
reaction sur les proprietes du chitosane produit. Les procedures telles que 
decrites dans I'exemple 7 ci-dessus ont ete repetees sauf que les conditions de 
reaction Hang le traitement avec NaOH ont ete modifiees comme montre au 
35 Tableau 2. 



Exenrole comparatif 2 



A une fiole ont etc ajoutes 40 g de la chmne obtenue dans rexemple 
comparatif 1 ci-dessus et 2,41 dhme solution aqiieuse de NaOH a 40 % en poids. 
Le melange a ete chauffe a 115°C pendant 6 heures, lave, filtre et seche dans 
line etuve a vide pour donna le chitosane. 

Les conditions expezimentales enployees dans les exemples 7 ^ 12 et 
dans I'exenqjle comparatif 2 d-dessus et les propiietes du chitosane produit sont 
presentees au Tableau 2. 
^ Tableau 2 



Conditions de 
tiaitCTient 
et propiietes 



Example 



Exemple 
Compaiatif 



8 



10 



11 



12 



Tiaitement j Ten^. | 90 
I NaOH pnmainB 



120 



reflux 



90 



120 



leflux 



115*^0 



Temps I 7 
piimaiic (h) 



Temp. 1 90 
secondaire 



120 



reflux 



Ten^s 
secondaire 



iBIancheur Bon 



Bon 



Faible 



Faible 



Faible 



Faible 



Faible 



pegre \>92% 
Deac£t>da. 
tion 



^2% 



^5% 



^85% 



|Propri6te IP 
u 
r 
e 
t 
e 



CaC03 



^0.1 



Proteine 



^0.1 



Metal 
(ppm) 



^60ppm 



0,8 



^0^ 



^ 113pm* 



Viscosite 
I (CPS) 



£2500 



bans Texemple comparatif 2, des con^osants metalliques lourds 
autres que K, Ca, Mg, Fe, Ba, Zn (detectes dans la chitine preparee 
par la presente methode) ont egalemrat ete detectes. 
Comme montre dans le Tableau 2, la presente invention foumit un 
5 chitosane qui a un degre plus eleve de deacetylation, une purete et un poids 
moleculaire plus eleves au moyen de la rq)etition du traitement avec NaOH et 
des procedures de lavages deux fois ou plus* De phis, conune dans rexeiiq)le 
comparatif 2 ci-dessus, le traitement a la chaleur a une ten5)erature elevee 
resulte en la rupture de la chaine et xme couleur iaible du chitosane. Le chitosane 
10 obtenu selon la presente invention est particulierement utile pour diverses 
applications dans le domaine medical, qui requierent un chitosane de haute 
purete. 

Tandis que Tinvention a £te decrite en relation avec les modes de 
realisation specifiques ci-dessus, il doit etre reconnu que des modifications et 
15 changements divers qui peuvent Stce apparents a ceux specialises dans Tart 
auquel Tinvention se rapporte peuvent etre effectues et toxnbent 6galement dans 
le domaiae de I'invention comme definie dans les revendications qui suivent 



REVENDICATreNS 



1. Procede pour pTepaiex une chitine de haute purete, caracterise en cc 
qu'il conq)rend les etapes de : 

(A) sechage de coquflles de cnistaces et broyage des coquilles sechees 
pour foumir une poudre finement broyee ; 
5 (B) digestion initialement de la poudre dans une solution de HCl de 0,4 

a 3M a une tenqjerature comprise entre -10 et lO^C pendant une periode 
comprise entre 10 et 25 hemes et, apres cela, digestion supplementaire de la 
poudre dans la solution de HQ a une tenq>erature con5)rise entre 10 et 20*'C 
pendant une periode comprise enire 2 et 8 heures ; 
10 (Q lavage avec de I'eau, filtration, rinyage avec un solvant organique et 

sechage du maleriau traite avec HQ pour foumir une chitine brute ; 

(D) trempage et chaufifage de la chitine brute dans ime solution dA 
NaOHde2al0%enpoids;et 

(E) lavage avec de I'eau, filtration, ringage avec le solvant organique et 
15 sechage de la chitine tiaitee avec NaOH pour obtenir ladite chitine de haute 

purete. 

2. Procedi selon la revendication 1, caracteris6 en ce que ladite digestion 
initiale dans I'etape (B) est menee a une ten^erature comprise entre -5 et S^C 
pendant une periode comprise entre 15 et 20 hemes et la digestion 

20 siqjplementaire de ceUe-ci est menee a une temperature comprise entre 2 et 
1 pendant une periode con^rise entre 3 et 5 heures. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que le sechage des 
coquilles dans I'etape (A) est mene dans le noir jusqu'a cc que la teneur en eau 
des coquilles soit inferieure ou 6gale a 12 %. 

25 4. Pioced6 selon la revendication 1, caracterise en ce la digestion dc^ 

I'etape (B) est menee avec une agitation au moyen d'un agitateur mecanique i 
une Vitesse comprise entre 50 et 200 tours par minute. 

5. ProcedS selon la revendication 1, caracterise en ce que la digestion de 
I'etape (B) est menee en une seule etape a une tenqjerature comprise entre -10 et 

30 S^C pendant une periode comprise entre 20 et 60 heures. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que ladite digestion 
en une etape est mise en oeuvre a une temperature comprise entre -5 et 5*0 
pendant une duree comprise entre 30 et 50 heures. 



7. Piocede selon la revendication 1, caiactens6 en ce que le solvant 
enqjloye dans les etapes (Q et (E) est choisi dans le groupe consistent de 
Tethanol, methanol, acetone, tetiahydrofurane, dioxane et methyl ethyl cetone. 

8. Procede selon la revendication 1, caiacterise en ce que le trenq)age 
5 avec la solution de NaOH dans I'^t^ (D) est menee en presence dhm gaz 

inerte. 

9. Procede selon la revendication 1, caiacterise en ce que les etapes (D) 
et (E) sont repetees deux fois ou plus. 

10. Procede selon la revendication 9, caracteris6 en ce que la chitine de 
10 haute purete produite est treca|>^ dans de I'eau deionis6e pendant 3 a 4 jours, 

filtree et sechee. 

11. Procede pour pr%>arer un chitosane de grade biomedical k partir de 
la chitine preparee selon le proc^ de la revendication 1 ou 5, caracteris6 en ce 
qu'O coiiq)rend les etapes de : 

1 5 (a) treiiq)age de la chitine dans une solution de NaOH k une teiiq)erature 

conprise entre 80 et lOCC pendant une periode comprise entre 2 et 12 heures 
pour donner un chitosane brut ; 

(b) filtration, lavage avec de I'eau, trempage dans de I'eau deionisfe et 
ensuite ^aTis un melange aqueux d\m solvant organique miscible a I'eau, 

20 filtration et sechage du chitosane brut ; et 

(c) repetition des etapes (a) et C) en utilisant le chitosane brut une fois 
ou plus pour foumir ledit chitosane de grade biomedicaL 

12. Procede selon la revendication 11, caracteris^ en ce que le melange 
aqueux cou^jrend 5 i 30 % en poids de solvant 

25 13. Procede selon la revendication 12, caracteris6 en ce que le solvant 

est choisi Hang le groiq)e consistant de I'ac^tone, ethanol, methanol, isopropanol, 
dioxane, tetiahydrofurane et mdthyi ethyl c£tone. 

14. Procede selon la revendication 11, caiacterise en ce que I'etape (a) 
est menee en presence d'un gaz inerte. 
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